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PROCEDE D'OBTENTION D | AROME NATUREL DE VANILLE 
PAR TRAITEMENT PES GOUSSES DE VANILLE ET AROME OBTENU 

La presente invention a pour objet un procede 
d f obtention d'un arome vanille par traitement de gousses de 
5 vanille. Elle vise egalement 1 1 arome obtenu a 1 1 aide de ce 
procede . 

La vanille naturelle est: produite par le vanillier 
a partir de glucose photosynthetise selon un mecanisme CAM 
intermediaire entre celui de CALVIN (C3) et celui de HATCH- 

10 SLACK (C4). Le glucose se transforme tout: d'abord en 
Erythrose 4 Phosphate et en phosphoenol pyruvate qui, eux- 
memes, sont a I'origine des differents produits inter- 
mediates qui conduisent a la formation de glucovanilline. 
La glucovanilline est une forme glycosylee de la vanilline 

15 et represente une forme de stockage et de detoxification 
pour le vanillier* 

Cette glucovanilline se forme au cours de la 
maturation du fruit, sur le vanillier, en 7 a 8 mois. La 
gousse mature contient 20% de glucovanilline dans la region 

20 du pedoncule, 40% au centre et 40% dans la partie extreme. 

La vanilline derive de la glucovanilline par 
hydrolyse par la p-glucosidase presente dans le fruit, au 
cours de ce qui est communement appele la "preparation" des 
gousses- C'est au cours des 12 premiers jours de la 

25 "preparation" des gousses que se deroulent les principales 

reactions conduisant a la vanilline : plus de 50% de la 
vanilline est alors deja synthetisee. Les etapes ulterieures 
permettent le developpement de la suavite de 1 1 arome de la 
vanille. 

30 Au cours de cette "preparation" qui dure plusieurs 

mois, se produit une importante perte de vanilline, due au 
lessivage de cette derniere ou a sa sublimation. Ainsi une 
gousse en fin de "preparation" contient seulement environ 2% 
de vanilline au lieu des 5 a 6% que 1 1 on pourrait attendre 

35 d'apres la teneur en glucovanilline presente dans le fruit 
mature. Afin d'essayer d'eviter ces pertes, tout a fait 
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sensibles, en vanilline, il a deja ete propose d'extraire la 
vanilline des gousses, non plus en fin de "preparation" , 
mais tout de suite ou peu de temps aprfes la cueillette. 

Ainsi le brevet frangais 88 10473 a propose de 
5 proceder a la congelation des gousses vertes mures de 
vanille, a une temperature comprise entre -5°Cet -30°C puis 
de proceder a leur rechauf f eraent avant d • extraire 1 1 arome de 
fagon classique, par un solvant. 

Selon ce brevet, ce procede de congelation-decon- 
10 gelation permettrait d'obtenir au moins 80% de la vanilline 
escomptee d 1 apres la teneur en glucovanilline presente dans 
les gousses vertes a la cueillette. 

Ce procede n'est cependant pas satisfaisant sur tous 
les plans. En effet, d'une part, il est assez dispendieux en 
15 energie et, d' autre part, le rendement en vanilline ne reste 
que partiel. 

II est du merite de la Societe demanderesse d ' avoir 
mis au point un procede permettant 1 ' obtention d ' arome de 
vanille avec un tres haut rendement et dans des conditions 

20 operatoires relativement douces. 

Le procede selon 1 ' invention est ainsi caracterise 
par le fait que l'on met en presence des gousses de vanille 
avec des enzymes capables d* assurer la destruction, tout au 
moins partielle, des tissus et des cellules des gousses 

25 ainsi que la transformation de la glucovanilline en 
vanilline a l'aide d'au moins une p-glucosidase. 

Les enzymes capables d' assurer la destruction, tout 
au moins partielle, des tissus et des cellules des gousses 
sont de preference choisies parmi les enzymes de type 

30 pectinasique / cellulasique et hemicellulasique. On peut 
ainsi faire appel a des enzymes telles que le PECTINEX ULTRA 
SP ou le ROHAMENT PC. Ces enzymes du type pectinase, 
cellulase ou hemicellulase, peuvent etre employees 
simultanement ou, selon un mode de realisation avantageux du 

35 procede conforme a 1' invention, de fagon sequentielle. Par 
cette action de ces enzymes, qui conduit a la destruction 
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des structures tissulaires et cellulaires des gousses, un 
contact beaucoup plus important et beaucoup plus intense 
entre la glucovanilline presente dans le fruit et la p- 
glucosidase naturellement presente dans celui-ci peut etre 
5 assure. Le procede conforme a 1 f invention permet done de 

transformer tres facilement, du fait de ces actions 
enzymatiques combinees, la presque totalite de 
la glucovanilline presente dans le fruit mature en 
vanilline. Selon une realisation pref erentielle de 

10 1* invention, l f action hydrolytique de la p-glucosidase 

naturelle du fruit est renforcee par 1' addition de p- 
glucosidase exogene. Une telle p-glucosidase peut etre 
trouvee aisement dans des preparations enzymatiques 
industrielles. On peut ainsi par exemple citer la 

15 POLYS ACCHARASE L 151 ou la— p-glucosidase d 1 amandes 

commercialisee par la Societe SIGMA. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede 
conforme a 1* invention, avant tout traitement enzymatique on 
met les gousses ayant subi un broyage prealable, a macerer 

20 en presence d'eau. Le broyage peut egalement etre realise 
en presence d'eau dans laquelle les gousses sont ensuite 
laissees a macerer. 

Cette maceration est destinee a faciliter les 
actions enzymatiques ulterieures. En effet, outre sa 

25 fonction d T hydratation des cellules de gousses de vanille 

afin de les rendre plus accessibles aux enzymes, elle permet 
la solubilisation des glucosides contenues dans ces cellules 
qui sont, comme notamment la glucovanilline, des substrats 
de la p-glucosidase. Accessoirement , la maceration a 

30 egalement un role d ' attendrissement de la consistance de la 
gousse de vanille facilitant encore 1' action enzymatique. 
Les roles conjugues de la maceration permettent done une 
attaque enzymatique plus homogene et plus complete. 

Les preparations d' enzymes sont ensuite ajoutees aux 

35 gousses de vanilles macerees en une quantite de 26 a 1820 
unites PGU et de preference de 100 a 1300 unites PGU 



BNSDOCID: <WO 9325088A2_I_> 



WO 93/25088 



PCT/FR93/00530 



4 

d 1 enzymes de type pectinasique, cellulasique et/ou 
hemicellulasique par gramme de gousse seche de vanille, et 
de lO a 700 unites et de preference de 50 a 500 unites 
glucosidase par gramme de gousse seche de vanille. Une unite 
PGU correspond a la quantite d* enzyme necessaire pour 
reduire la viscosite d'une solution standard d'acide 
polygalacturonique a 20°C, a pH 3 et en 30 minutes. Une 
unite p-glucosidase est definie comme le nombre de 
micromoles de glucose produit en une minute, a 65 °C et a pH 
5,5 a partir d'une solution de p-glucosides d'orge. 

En general, les preparations commerciales d' enzymes 
sont ajoutees aux gousses de vanille macerees en une 
quantite de 0,1 a 7 % et de preference en une quantite de 
0,5 a 5 % par rapport au poids sec des gousses. 

La quantite d'eau ajoutee aux gousses est de 
preference comprise entre 10 et 750% du poids sec des 
gousses, de preference situee entre 10 et 400% de ce poids 
et plus preferentiellement encore entre 10 et 150 %. Le 
broyage prealable des gousses peut, quant a lui, s'effectuer 
par tous moyens classiques. 

La suspension de gousses broyees dans l'eau mise en 
presence des differentes preparations d* enzymes choisies 
parmi le groupe des enzymes de type pectinasique, cellulasi- 
que et/ou hemicellulasique et eventuellement p-glucosi- 
dasique est alors agitee, a une vitesse situee par exemple 
entre 50 et 1000 -tours/minute et, de preference entre 100 et 
500 tours/minute, la temperature du milieu reactionnel etant 
maintenue entre 15 et 60°C, et de preference entre 30 et 
55 °C. Le temps de contact entre la suspension de gousses 
broyees et les differentes preparations enzymatiques est 
alors maintenu pendant une duree de 1 heure a 48 heures, et 
de preference entre 3 heures et 24 heures. Le pH du milieu 
reactionnel est quant a lui ajuste a une valeur comprise 
entre 4,5 et 6,5 a l'aide de soude ou d'acide phosphorique 
par exemple. Le pH peut cependant etre ajuste et regule a 
des valeurs differentes au cours du procede, ceci afin 
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d'optimiser l f action des differentes enzymes utilisees. De 
preference, conf ormement a l ! invention, on fait subir le 
traitement enzymatique ci-dessus deer it aux gousses vertes 
matures mais il n'est cependant pas exclu d'utiliser le 
5 procede selon 1* invention sur des gousses s6ch6es, preparees 
selon les procedes traditionnels, ceci afin d ' augmenter le 
rendement de recuperation de la vanilline contenue dans 
lesdites gousses, 

Une fois le traitement enzymatique t ermine, 1 1 arome 

10 naturel de vanille est extrait du milieu reactionnel. Par 
arome naturel de vanille, il faut entendre une preparation 
aromatisante de vanille ( appelee egalement extrait 
pur de vanille) ou de la vanilline naturelle purifiee a 
partir de gousses de vanille. Par extraction, il faut 

15 entendre tout moyen permettant JJob tent ion de 1 1 arome ci- 
dessus denomme . 

Ainsi , selon un mode de realisation avantageux du 
procede conforme a 1' invention, apres le traitement 
enzymatique, le milieu reactionnel est dilue par de 

20 I'ethanol (30 a 50% v/v final) pour stopper toute reaction 
enzymatique et pour mieux solubiliser 1 1 arome et la 
vanilline. Cette infusion est ensuite suivie d 1 une 
filtration ou d'une centrif ugation ; le filtrat ou le 
surnageant, selon le cas, constituant la preparation 

25 aromatisante de vanille. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du 
procede conforme a 1 T invention, apres le traitement 
enzymatique, la fraction phenolique est separee de la 
preparation obtenue par des moyens classiques connus en soi 

30 (par exemple, une extraction par un solvant approprie). La 
vanilline contenue dans cette fraction phenolique est 
ensuite purifiee par des moyens classiques egalement connus 
en soi (par exemple, une distillation fractionnee suivie 
d ' une recristallisation ) . 

35 L f invention pourra etre mieux comprise a 1 1 aide des 

exemples qui suivent et qui sont donnes a titre purement 
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illustratif . 

EXEMPLE 1 

Un flacon contenant 50 grammes de gousses de vanille 
d'Indonesie agees d' environ 8 mois, prealablement broyees en 
presence de 100 g d f eau est amen6 a une -temperature de 45 °C 
puis maintenu a cette temperature pendant 3 heures, sous 
agitation a une vitesse de 150 tours/minute. Une quantite 
de 1 gramme de preparation enzymatique de marque PECTINEX 
ULTRA SP, titrant 26000 PGU/gramme est alors ajoutee dans 
cette suspension de gousses broyees. Apres un temps 
d' incubation de 3 heures, tou jours a une temperature de 45 °C 
et sous une agitation de 150 t/minute, une quantite de 1 
gramme de preparation enzymatique de marque POLYSACCHARASE 
151 L, contenant une quantity importante de p-glucosidases 
(10 000 U/g), est additionnee au milieu et: l 1 ensemble et 
agite pendant 12 heures £ 45°C, le pH etant maintenu tout au 
long de la reaction a une valeur de 5,5* A l f issue du 
traitement ainsi decrit, le milieu reactionnel a ete dilue 
par de l'ethanol (45 % v/v final ), puis centrifuge- 
La quantity de vanilline, dosfee par HPLC, est de 6% 
rappor1:ee au poids sec de gousse verte. 

Les rapports vanilline/aldehyde para-hydroxy ben- 
zoique, vanilline/acide vanillique et vanilline/acide para- 
hydroxy benzolque sont respectivement egaux a 17, a 25, et 
a 100. 

Les memes gousses d'Indonesie, mais ayant subi un 
s&chage et une "preparation" de type convent ionnel, ont ete 
inf usees dans de l f 6t;hanol a 45 %• Le rendement en vanilline 
n'est dans ce cas que de 1,75% rapporte au poids des 
gousses . 

EXEMPLE 2 

Des gousses de Madagascar "preparees" traditionnel- 
lement donnent un rendement en vanilline de 1,85% sec/sec 
lorsqu'elles sont traitees par une methode classique alors 
qu'elles conduisent a un rendement de 2,15% lorsque le 
traitement enzymatique conforme a l f invention leur est 
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applique. 
gyEMPLE 3 

Un reacteur contenant 2000 litres d'eau et 550 kg de 
gousses de Madagascar "preparees" et broyees est inocule 
5 avec un melange de 11kg de pectinase et de cellulase titrant 
26 000 PGU/g, de marque PECTINEX ULTRA SP. Le milieu est 
ensuite laiss6 macferer pendant 6 heures & 45 °C avapt que ne 
soient rajoutes 11 kg de preparation enzymatique de marque 
POLYSACCHARASE 151 L contenant 10 000 U/g de p-glucosidases . 
10 Apres 12 heures d* incubation & une temperature de 

45 °C et sous une vitesse d' agitation d* environ 150 tours/mn, 
le milieu est additionne d'ethanol (45 % v/v final) puis 
filtre pour obtenir une preparation aromatisante de vanille 
naturelle. 

15 Rapportee au poids de gousses seches de vanille, la 

teneur en vanilline recuperee est de 2,05%. 

Les rapports entre vanilline et aldehyde PHB, entre 
vanilline et acide vanillique et entre vanilline et acide 
PHB sont respectivement de 13,5, de 15,7 et 64. 

20 Lorsqu'on effectue le meme traitement mais sans le 

traitement enzymatique conforme a l f invention, le rendement 
en vanilline n'est plus que de 1,80% sec/sec. 
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RE VENDI C AT I ONS 

1. Procede d'obtention d'un arome naturel de vanille 
caracterise par le fait que l'on met en contact des gousses 
de vanille avec des enzymes du type pectinase, cellulase 

5 et/ou hemicellulase, que l'on fait agir une enzyme du type 
p-glucosidase, et que l'on extrait 1' arome naturel de 
vanille ainsi obtenu. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise par 
le fait que la mise en contact des gousses de vanille avec 

10 les enzymes s'effectue dans un milieu aqueux comprenant de 
10 a 750% d'eau, de preference de 10 a 400% d'eau et plus 
pref erentiellement encore de 10 a 150 % d'eau par rapport a 
la matiere seche des gousses traitees. 

3. Procede selon 1'une des revendications 1 ou 2, 
15 caracterise par le fait que les_ gousses de vanille sont 

broyees et mac6rees dans un milieu aqueux avant la mise en 
contact avec les enzymes. 

4. Procede selon 1'une quelconque des revendications 
1 & 3, caracterise par le fait que la mise en contact des 

20 gousses de vanille avec les enzymes s'effectue a une 
temperature comprise entre 15 et 60 °C, de preference entre 
35 et 55°C / a un pH de 4,5 a 6,5, et sous agitation. 

5. Procede selon 1'une quelconque des revendications 
1 d 4, caract6ris6 par le fait que le temps de mise en 

25 contact des gousses de vanille avec les enzymes est de 1 
heure a 48 heures et de preference de 3 heures a 24 heures. 

6. Procede selon 1'une quelconque des revendications 
1 & 5, caracterise par le fait que 1' enzyme du type p- 
glucosidase est constitute par 1' enzyme naturelle du fruit 

30 et par une p-glucosidase ajoutee. 

7. Procede selon 1'une quelconque des revendications 
1 S 6, caracterise par le fait que la quantite d' enzymes de 
type pectinase, cellulase et/ou hemicellulase est de 26 a 
1820 unites PGU, de preference de 130 a 1300 unites PGU par 

35 gramme de gousse seche de vanille et le cas echeant, la 
quantite d 1 enzyme de type p-glucosidase est de 10 a 700 
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unites, de preference de 50 a 500 unites par gramme de 
gousse seche de vanille. 

8. Procede selon I'une quelconque des revendications 
1 a 7, caracterise par le fait que les gousses de vanille 

5 sont des gousses vertes ayant mature sur le vanillier 
pendant une duree comprise entre 7 et 9 mois environ, ou des 
gousses de vanille sechees preparees selon les procedes 
traditionnels . 

9 . Procede selon 1 ' une quelconque des revendications 
10 1 a 8, caracterise par le fait qu'apres le traitement 

enzymatique, I'arome naturel de vanille est obtenu par une 
infusion du milieu reactionnel dans de 1 ' ethanol a raison de 
30 a 50 % v/v final, suivie d f une filtration ou d'une 
centrifugation. 

15 10. Proc6de selon — l'une quelconque des 

revendications 1 £ 8, caracterise par le fait qu'apres le 
traitement enzymatique, la vanilline naturelle est obtenue 
par extraction de la fraction pbenolique du milieu 
reactionnel puis par purification a partir de cette fraction 

20 phenolique, par des moyens classiques. 
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